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绞股蓝热处理产物中活性成分的纯化与鉴定及其
对A549细胞的抑制活性

朴香兰，杨 静，吴 倩，曾 鸣，刘慧敏

(中央民族大学中国少数民族传统医学研究院，北京 100081)

摘 要：目的：提取、分离、鉴定绞股蓝热处理产物中抑制肺癌A549细胞的活性成分。方法：绞股蓝叶在温度

125℃、压力0.24MPa条件下，加热处理3h，用80%乙醇加热回流提取3h，利用活性跟踪方法，通过大孔树脂HP-20
及反相柱等分离手段，分离抑制肺癌A549细胞的活性成分，并用核磁共振波普(1H-NMR、13C-NMR)、电喷雾质

谱(ESI-MS)等数据鉴定有效成分。结果：绞股蓝热处理产物中分离得到2个达玛烷类皂苷，分别为绞股蓝皂苷

Gypenoside L和Gypenoside LI，而且它们对肺癌A549细胞具有质量浓度依赖性的抑制活性(P＜0.05)，其IC50值分别

为(48.43 ± 1.33)μg/mL和(34.35 ± 0.88)μg/mL。结论：热处理绞股蓝产物可提高对肺癌A549细胞的抑制作用，其中

有效成分为达玛烷类皂苷Gypenoside L和Gypenoside LI。
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Purifi cation, Identifi cation and Anti-A549 Cell Activity of Gypenosides from Thermally Processed 
Gynostemma pentaphyllum Leaves
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Abstract：Objective: To extract, separate and identify anti-A549 cell constituents from thermally processed Gynostemma 
pentaphyllum leaves. Methods: Gynostemma pentaphyllum leaves were processed at 125 ℃ and 0.24 MPa for 3 h and subjected 
to heat reflux extraction with 80% ethanol for 3 h. Anti-A549 cell constituents in the extract were separated using HP-20 
macroporous adsorption resin and a reversed-phase column by means of bioassay-guided separation and identifi ed by 1H-NMR, 
13C-NMR and ESI-MS. Results: Two dammarane-type saponins were obtained and identifi ed as gypenoside L and gypenoside 
LI, respectively. Both gypenosides had a concentration-dependent inhibitory effect on A549 cells with IC50 values of 
(48.43 ± 1.33) μg/mL and (34.35 ± 0.88) μg/mL, respectively. Conclusion: Thermally processed Gynostemma pentaphyllum 
leaves have a notable inhibitory effect on A549 cells, which is associated with the presence of gypenoside L and gypenoside LI. 
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绞股蓝为葫芦科 ( C u c u r b i t a c e a e ) 绞股蓝属

(Gynostemma)绞股蓝Gynostemma pentaphyllum (Thunb.) 
Makino的全草[1]，具有清热解毒，止咳祛痰功能。由于

绞股蓝含有与人参相似的达玛烷类皂苷，又被冠予“南

方人参”、“第二人参”的美誉[2, 5-7]，此外，绞股蓝还含

有多糖类[3-4]、黄酮类成分[8]、氨基酸[9]、无机盐[10]等。现

代药理学表明，绞股蓝具有抗癌作用、抗氧化作用、降

血糖作用[11]、降血脂作用[11-12]、增强免疫作用等。国内主

要产区在长江以南，中国的陕西、云南、湖北、湖南、

广东、广西、福建等地。目前国内有绞股蓝茶、绞股蓝

浓缩汁、绞股蓝龙须茶、富硒养生茶等多个系列产品。

绞股蓝中最主要的药效成分是皂苷类成分。研究表

明，人参属植物中抗癌活性与低极性、稀有或微量人参

皂苷直接相关，如稀有人参皂苷Rh2、Rg3、Rb3等药效

更为珍贵，在某些难治性疾病肿瘤治疗方面显示独特的

疗效[13-14]。但是在天然植物中人参皂苷Rb1含量较高，而

Rg3、Rh2、Compand K等含量甚微。对于有些有较强活

性的稀有皂苷，来源有限而且存在于植物内含量较低，
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用传统的分离方法，不但需要大量的药用资源，而且得

率也低。因此，如何提高稀有活性成分的含量或获得更

有活性的成分成为现代药学研究的重点。

利用高温高压方法，绞股蓝热处理产物与原药材相

比，具有更强的抑制肺癌A549细胞活性。因此，利用色

谱方法，分离、鉴定绞股蓝热处理产物的有效成分，并

对它们进行A549细胞抑制活性检测。

1 材料与方法1 材料与方法

1.1 材料与试剂

绞股蓝(Gynostemma pentaphyllum)购于同仁堂药店

(北京)，留样于中央民族大学中国少数民族传统医学研究

院民族药物研究所实验室，并设样品号(GP2011-01)。
肺癌细胞A549由北京协和细胞资源中心提供。

大孔树脂  日本三菱化学 (日本 )；小牛血清及

DMEM培养基 美国Gibco公司；乙腈(色谱纯) 美国

Grace公司；水为超纯水；其余化学试剂均为分析纯，购

自天津市凯信化学工业有限公司。

1.2 仪器与设备

TQD LC-MS 色谱仪 美国Waters公司；DPBRU- 
KER DPX 300核磁共振仪 瑞士布鲁克公司。LDZM-
60KCS立式压力蒸汽灭菌器 上海申安医疗器械厂；

ZORBAX Extend-C18色谱柱(150mm×4.6mm，5μm) 美

国Agilent公司；FlexStation 3酶标仪 美国Molecular 
Devices公司。

1.3 方法

1.3.1 绞股蓝的热加工处理与提取

绞股蓝(10kg)，在温度125℃、压力0.24MPa条件下

加热3h，用8倍量的80%乙醇加热回流提取3次，每次提

取3h，得到1.353kg的绞股蓝热处理产物的乙醇提取物。

原生药绞股蓝(10g)直接用12倍量的80%乙醇超声提取，

得到原药绞股蓝的乙醇提取物。

1.3.2 绞股蓝热处理产物有效成分的分离

取1.0kg的绞股蓝热处理产物的乙醇提取物，加入适

当的水混悬，上样于大孔树脂HP-20，分别用20%、50%、

75%及95%乙醇溶液洗脱。通过肺癌A549细胞抑制实验，

发现绞股蓝热处理产物的95%乙醇溶液洗脱物具有较强的

抑制活性。取绞股蓝热处理产物的95%乙醇洗脱物(430g)
进行硅胶柱色谱，以二氯甲烷-乙醇(10:1～4:1，V/V)梯
度洗脱，薄层色谱配合检识，得到10个组分(HGP-95%-
1～10)。第8个组分HGP-95%-8再经YMC反相柱色谱，

50%～90%的乙醇溶液洗脱，得到6个组分(HGP-95%-8-
1～6)。利用YMC反相柱色谱，以45%乙腈洗脱，从HGP-
95%-8-4中分离得到2个单体化合物。用300M核磁共振仪

检测化合物的1H-NMR、13C-NMR、H-H COSY、HMQC、

HMBC、DEPT。质谱条件：离子化模式为电喷雾离子化

ESI－，毛细管电压：3kV；锥孔电压：60V；碰撞能电

压：40eV；离子源温度：100℃；除溶剂温度：350℃；除

溶剂气体：550L/h氮气；碰撞气体为氩气。

1.3.3 肺癌A549细胞培养

A549细胞株用含10%小牛血清的DMEM培养基，于

37℃、5% CO2饱和湿度条件下培养，2～3d传代1次。

1.3.4 不同质量浓度的热处理前后绞股蓝乙醇提取物对

A549细胞的作用

取对数生长期细胞使其脱壁，用1 0 %小牛血清

DMEM培养液重悬成单细胞悬液。以1 × 104个/孔密度将

A549细胞接种于96孔板，用含10%小牛血清的DMEM培

养液培养24h后，弃去原有细胞培养液，加入用DMEM培

养液稀释的不同质量浓度的热处理前后绞股蓝乙醇提取

物各200μL，每个质量浓度样品重复3孔。对照组只加含

10%小牛血清的DMEM培养液。在培养48h后，每孔加入

20μL的MTT溶液，于37℃、5% CO2培养箱孵育4h，弃上

清液后，每孔加入150μL的DMSO，振摇10min。利用酶

标仪于490nm波长处检测吸光度。

肿瘤细胞生长抑制率/%=
A对照组－A实验组

A对照组
×100

1.3.5 统计学方法

每组结果以 x ± s表示，对照组与实验组间通过

Microsoft Excel软件，用One-way ANOVA分析数据。P＜0.05
则可认为组间具有统计学的显著差异。

2 结果与分析2 结果与分析

2.1 热处理前后绞股蓝提取物的成分变化
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图 1 绞股蓝热处理前(B)、后(A)乙醇提取物的HPLC图 1 绞股蓝热处理前(B)、后(A)乙醇提取物的HPLC

Fig.1 HPLC profiles of ethanol extracts from native and thermally 

processed Gynostemma pentaphyllum leaves
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绞股蓝热处理产物的乙醇提取物具有较强的A549细
胞抑制作用，由图1的HPLC分析可知，绞股蓝原药材的

乙醇提取物在33.1min和34.9min处的2个峰，在绞股蓝热

处理产物的乙醇提取物中几乎检测不到；绞股蓝热处理

产物的乙醇提取物在44.9min和45.5min处检测到2个峰，

而这2个峰在原药材的乙醇提取物几乎检测不到，表明绞

股蓝在热处理过程中出现成分的转化或产生。

2.2 绞股蓝热处理产物有效成分的结构鉴定

热处理前后绞股蓝乙醇提取物进行肺癌A549细胞增生

抑制实验结果，表明绞股蓝热处理产物的乙醇提取物显示

质量浓度依赖性地抑制肺癌A549细胞活性(数据未标)。通

过大孔树脂HP-20分离、硅胶柱色谱、YMC反相柱色谱，

从绞股蓝热处理产物中分离得到2个单体化合物。利用核磁

共振谱、质谱等波谱，鉴定分离得到的2个化合物。

化合物1为白色粉末，分子式C42H72O14。在ESI-MS
显示准分子离子峰m/z：799 [M-H]－、637 [M-H-162]－、
475 [M-H-162-162]－。在1H-NMR (300 MHz, CD3OD)中可

观察到δ 0.92 (6H, bs, H-29,30)、0.98 (3H, s, H-19)、1.00 
(3H, s, H-18)、1.13 (3H, s, H-28)、1.14 (3H, s, H-21)、1.61 
(3H, s, H-27)、1.68 (3H, s, H-26)等8个甲基峰，3.01 (1H, d, 
J = 9.3Hz, H-9)，根据耦合常数获悉3位与2位的氢是反式

结构，根据δ4.45 (1H, d, J = 7.5Hz, H-1’)、4.75 (1H, d, J = 
7.5Hz, H-1’’)得知该化合物连有2个葡萄糖，并且均为β-构
型。1H-NMR及13C-NMR数据见表1。结合文献[15]确定化

合物1为绞股蓝皂苷Gypenoside L(图2a)。
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图 2 绞股蓝热处理产物中分离得到的达玛烷类皂苷成分Gypenoside L图 2 绞股蓝热处理产物中分离得到的达玛烷类皂苷成分Gypenoside L

和Gypenoside LI和Gypenoside LI

Fig.2 Chemical structures of gypenoside L and gypenoside LI

化合物2为白色粉末，分子式C42H72O14。与化合物1
一样，在ESI-MS显示准分子离子峰m/z 799 [M-H]－、637 
[M-H-162]－、475 [M-H-162-162]－。与化合物1相比，在
1H-NMR中观察到δ 1.62 (3H, s, H-21)，显示20位是R构

型，而化合物1为S构型。在13C-NMR中也与化合物1有
所差异(表1)。结合文献[15]确定化合物2为绞股蓝皂苷

Gypenoside LI(图2b)。

表 1 绞股蓝热处理产物有效成分的核磁共振谱数据表 1 绞股蓝热处理产物有效成分的核磁共振谱数据

Table 1 Table 1 NMR spectral data of active constituents from thermally NMR spectral data of active constituents from thermally 

processed processed Gynostemma pentaphyllumGynostemma pentaphyllum leaves leaves

序号
化合物1 化合物2

1H 13C DEPT 1H 13C DEPT
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
1'
2'
3'
4'
5'
6'
1''
2''
3''
4''
5''
6''

2.13 (1H, m), 0.95 (1H, m)
3.76 (1H, m)

3.01 (1H, d, J=9.3Hz)

0.85 (1H, m)
1.57 (1H, m), 1.53 (1H, m)
1.53 (1H, m), 1.33 (1H, m)

1.33 (1H, m)

1.86 (1H, m), 1.32 (1H, m)
3.58 (1H, m)
1.74 (1H, m)

1.53 (1H, m), 1.05 (1H, m)
1.86 (1H, m), 1.30 (1H, m)

2.04 (1H, m)
1.00 (3H, s)
0.98 (3H, s)

1.14 (3H, s)
1.57 (1H, m), 1.36 (1H, m)
2.13 (1H, m), 1.98 (1H, m)

5.13 (1H, bt, J=7.2Hz)

1.68 (3H, s)
1.61 (3H, s)
1.13 (3H, s)
0.92 (3H, s)
0.92 (3H, s)

4.45 (1H, d, J=7.5Hz)
3.69 (1H, m)
3.26 (1H, m)
3.21 (1H, m)
3.38 (1H, m)

3.84 (1H, m), 3.64 (1H, m)
4.75 (1H, d, J=7.5Hz)

3.23 (1H, m)
3.62 (1H, m)
3.36 (1H, m)
3.38 (1H, m)

3.87 (1H, m), 3.67 (1H, m)

47.8 
68.0 
96.5 
41.8 
57.1 
19.3 
35.7 
40.9 
51.2 
38.8 
32.2 
71.9 
48.8 
52.5 
32.0 
27.3 
55.0 
16.2 
17.9 
74.3 
26.6 
36.3 
23.3 
126.2 
131.9 
25.9 
17.8 
28.7 
17.8 
17.2 
104.7 
80.7 
78.1 
72.0 
77.9 
63.2 
104.3 
76.1 
78.5 
71.1 
77.9 
62.3 

CH2
CH
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CH
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CH2
CH2
CH
CH3
CH3

C
CH3
CH2
CH2
CH
C

CH3
CH3
CH3
CH3
CH3
CH
CH
CH
CH
CH
CH2
CH
CH
CH
CH
CH
CH2

2.14 (1H, m), 0.96 (1H, m)
3.76 (1H, m)

3.01 (1H, d, J=9.3Hz)

0.86 (1H, m)
1.58 (1H, m), 1.56 (1H, m)
1.56 (1H, m), 1.36 (1H, m)

1.52 (1H, m)

1.89 (1H, m), 1.32 (1H, m)
3.58 (1H, m)
1.75 (1H, m)

1.56 (1H, m), 1.07 (1H, m)
1.86 (1H, m), 1.29 (1H, m)

2.06 (1H, m)
1.02 (3H, s)
0.99 (3H, s)

1.11 (3H, s)
1.44 (1H, m), 1.42 (1H, m)
2.09 (1H, m), 2.06 (1H, m)

5.10 (1H, bt, J=7.2Hz)

1.67 (3H, s)
1.62 (3H, s)
1.13 (3H, s)
0.92 (3H, s)
0.92 (3H, s)

4.45 (1H, d, J=7.5Hz,)
3.70 (1H, m)
3.26 (1H, m)
3.20 (1H, m)
3.37 (1H, m)

3.84 (1H, m), 3.64 (1H,m)
4.75 (1H, d, J=7.8Hz)

3.23 (1H, m)
3.62 (1H, m)
3.36 (1H, m)
3.37 (1H, m)

3.88 (1H, m), 3.66 (1H, m)

47.9
68.1
96.6
41.8
57.2
19.3
35.8
40.9
51.2
38.8
32.2
71.8
49.5
52.6
32.0
27.2
50.8
16.2
17.9
74.5
22.4
43.3
22.8
126.0
131.9
25.9
17.8
28.7
17.7
17.5
104.8
80.7
78.2
72.0
77.9
63.2
104.4
76.1
78.6
71.2
78.0
62.4
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2.3 绞股蓝热处理产物有效成分对A549细胞的抑制活性

表 2 绞股蓝热处理产物有效成分对A549的抑制活性表 2 绞股蓝热处理产物有效成分对A549的抑制活性

Table 2 Inhibitory activity of gypenoside L and gypenoside LI on A549 cellsTable 2 Inhibitory activity of gypenoside L and gypenoside LI on A549 cells

化合物 IC50/(μg/mL)

绞股蓝皂苷Gypenoside L
绞股蓝皂苷Gypenoside LI

人参皂苷Rg3

48.43 ± 1.33
34.35 ± 0.88

＞100

利用肺癌A549细胞抑制活性检测方法，检测未热处

理绞股蓝提取物的半数抑制率IC50值大于1000μg/mL，而

绞股蓝热处理产物的IC50值达到76.59μg/mL[16]。由表2可
知，以人参皂苷Rg3作为阳性对照，比较绞股蓝热处理

产物中分离得到的有效成分绞股蓝皂苷Gypenoside L和
Gypenoside LI，结果它们均有质量浓度依赖性抑制A549
细胞作用，而且它们均比人参皂苷Rg3活性强，其中
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Gypenoside LI的抑制活性最强，其A549细胞的半数抑制

率IC50值为(34.35 ± 0.88)μg/mL。

3 结 论3 结 论

肺癌目前是全世界最常见的癌症死因之一，其中非

小细胞肺癌(non-small cell lung carcinoma，NSCLC)约占

肺癌的75%～85%。目前，非小细胞肺癌常见的放疗和化

疗产生耐药性，而且他们往往超出手术治疗的阶段。因

此，迫切需要新的治疗方法，以减少越来越高的肺肿瘤

发病率[17]。

随着化学合成药物副作用的不断出现，人们越来越

对天然产物感兴趣和重视。绞股蓝在亚洲早已被用来作为

民间医药。绞股蓝皂苷和人参皂苷一样也以达玛烷型四环

三萜为主。在人参皂苷相同的母核结构中，母核的不同位

置连接的糖链不同，产生的生物活性差异就很大。人参皂

苷的结构因糖基侧链的不同，显示出的性质和功能也有较

大差异。例如人参皂苷Rb1具有营养神经、保护心肌、改

善记忆力、抗衰老、抗氧化、保肝等作用[18-20]，人参皂苷 
Rh2、Rg3具有抗肿瘤活性[21-22]，而人参皂苷Rg3仅仅是

C20位比Rb1少两个糖基。高温处理可使人参中的部分皂

苷转化成活性更强的成分[23-24]，并采用热加工转化技术已获

取结构新颖的化合物，为新药的研制提供极为有价值的先

导化合物，用此方法开发了人参加工品，并创造出巨大的

经济效益[25-26]。人参在高温高压处理后的产物产生较多的人

参皂苷Rg3等，这与人参皂苷的糖键水解断裂有关[27-28]。

绞股蓝皂苷作为与人参皂苷结构相似的化合物，研

究其化学成分及皂苷转化具有很好的现实意义。目前常

用的改变皂苷糖链的方法如采用化学法、组织培养法、

微生物转化法等获取人参皂苷[29]。

本课题组利用热处理方法，在125℃、0.24MPa条
件下处理3h，使绞股蓝热处理产物与原药材相比，具

有更好的抑制肺癌A549细胞的作用。其有效成分主要

有C20位为α-OH和β-OH的绞股蓝皂苷Gypenoside L和
Gypenoside LI。综上所述，热加工可作为一种方法，从

天然物中获得或得到更多的活性成分。
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